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Induktionskinetik der Chlorophyllfluoreszenz 
unterkühlter und gefrorener Blätter von 
Rhododendron ferrugineum 
beim Übergang vom gefrierempfindlichen 
zum gefriertoleranten Zustand 

Von W. M. Walter Larcher und Monika Nagele 

Mit 3 Abbildungen 

(Vorgelegt in der Sitzung der mathem.-naturw. Klasse am 13. Dezember 1985) 


1. Einleitung 

Die Pflanzen winterkalter Gebiete erfahren im Herbst eine 
Steigerung ihrer Frostresistenz, der ein Übergang des Protoplasmas zum 
gefriertoleranten Zustand zugrunde liegt. In diesem Zustand sind die 
pflanzlichen Gewebe imstande, extrazelluläre Eisbildung bei fortlaufen¬ 
der Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen dem 
gebildeten Eis und dem noch ungefrorenen Wasser bis zu einem 
spezifischen Ausmaß zu überleben. Überschreitet die Dehydratationsbe¬ 
lastung einen kritischen Grenzwert, so kommt es schließlich doch zum 
Zelltod. Gefrierempfindliche Zellen werden hingegen plötzlich letal 
geschädigt, sobald eine intensive Eisbildung im Gewebe nachweisbar 
wird (Näheres über Resistenzkategorien bei Larcher, 1982). Der 
Erwerb von Gefriertoleranz im Herbst und deren Verlust im Frühjahr, 
der besonders bei Holzpflanzen den Jahresperiodismus der Frostresistenz 
prägt, beruht auf einer Vielfalt von Veränderungen auf organismischem, 
cytologischem, ultrastrukturellem und molekularem Niveau (ausführ¬ 
liche Darstellungen bei TUMANOV, 1979; LEVITT, 1980; SiMINOVITCH, 
1981; STEPONKUS, 1981; LARCHER, 1985; CARTER und BRENNER, 
1985). Unter den verschiedenen Abhärtungsmechanismen verdienen die 
Veränderungen in der Feinstruktur und dem Chemismus der Biomem¬ 
branen besondere Beachtung (STEPONKUS, 1979; SENSER und Beck, 
1984). 

Ein für Pflanzen bezeichnender membrangebundener Prozeß ist die 
Energieumwandlung mit anschließendem Elektronentransfer bei der 
Photosynthese. Es ist seit langem bekannt, daß die Photosyntheseaktivität 
immergrüner Holzpflanzen zeitgleich mit der herbstlichen Abhärtungs¬ 
phase abnimmt (bei Rhododendron ferrugineum: SCHWARZ, 1971; 
Referate: LARCHER und BAUER, 1981; ÖQUIST, 1983). Als Indikator für 
membranabhängige Veränderungen in der Photosynthesefunktion hat 
sich der Verlauf der Chloroplastenfluoreszenz zu Beginn der Belichtung 
nach vorangegangener Dunkelheit erwiesen (MURATA et al., 1975; 
Renger und Schreiber, 1986; SivAK und Walker, 1985). Unter¬ 
schiede in der Fluoreszenzkinetik bei frostabgehärteten und nicht 
abgehärteten Pflanzen wurden in vitro und in vivo mehrfach gemessen 
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und analysiert (KlOSSON und KRAUSE, 1981; KRAUSE und KLOSSON, 
1983; PUKACKI et al., 1983; Smillie und HeTHERINGTON, 1983; 
HAVAUX und LANNOYE, 1984). 

Wir berichten über den Verlauf der variablen Chlorophyll-a- 
Fluoreszenz der Blätter von Rhododendron ferrugineum zu Beginn der 
herbstlichen Abhärtungsphase vor und beim Gefrieren. Die Unter¬ 
suchung sollte ein Verfahren erproben, das Information über den 
zeitlichen Ablauf der Resistenzrhythmik bietet, ohne die Pflanze einem 
Letalitätstest aussetzen zu müssen. Der Vorteil einer nichtdestruktiven 
Methode besteht in der Möglichkeit, dieselbe Pflanze auf ihrem 
natürlichen Standort fortlaufend überwachen zu können. 

2. Material und Methodik 

Pflanzenmaterial: Zweige der Alpenrose, Rhododendron ferrugi- 
neum L., von 30 bis 50 cm Länge wurden im Alpengarten Patscherkofel 
der Universität Innsbruck (1950 m MH.) in der zweiten Oktoberdekade 
1985 abgeschnitten. Zu dieser Zeit beginnt bei der Alpenrose unter der 
Einwirkung regelmäßig auftretender milder Nachtfröste die Umstellung 
auf das höhere Resistenzniveau. Dann gelingt es am besten, sowohl 
empfindliche (nach Wärmebehandlung) als auch tolerante Versuchspro¬ 
ben (nach mehrtägiger Frostbehandlung) vom gleichen Strauch zu 
gewinnen (PiSEK und SCHIESSL, 1947; Abb. 1). Nach der Entnahme 
wurden die Zweige zunächst eine Woche bei Temperaturen von + 15°C 
bei Tag und + 2 bis + 3°C bei Nacht wassergesättigt. Fünf Tage vor 
Beginn der Messungen wurde die Hälfte der Proben zur Rückführung in 
den gefrierempfindlichen Zustand bei durchgehend + 20°C aufgestellt, 
die andere Hälfte wurde zur Verstärkung der Gefriertoleranz bei — 3 bis 
— 5°C in einer Klimakammer abgehärtet. 


Rhododendron ferrugineum Patscherkofel 1950 m MH 



Abb. 1; Jahresgang der Frostresistenz der Blätter von Rhododendron ferrugineum. 
(•) direkt vom Standort, (O) nach mehrtägiger Abhärtung bei den angegebenen 
Temperaturen und (□) nach Enthärtung bei 15 bis 17°C. Als Maß für die Frostresistenz gilt 
die Temperatur, bei der rund 10% der Blätter Schädigungen zeigen. Nach PlSEK und 

Schiessl (1947). 




Induktionskinetik der Chlorophyllfluoreszenz . 


189 


Analyse des Gefrierverhaltens: Die Unterkühlbarkeit, der Verlauf 
der Eisbildung im Gewebe und der Eintritt der Frostschädigung von 
abgehärteten und enthärteten Blättern wurde nach dem Prinzip der 
Exothermenanalyse (LARCHER, 1987) in Vorversuchen bestimmt. Der 
Gefrierprozeß wurde durch Registrierung der Blattemperatur bei einer 
Abkühlungsgeschwindigkeit von 2 K.min“’ über ein Kupfer-Konstanten- 
Thermoelement in Verbindung mit einem Digitalvoltmeter mit Verstär¬ 
ker und einem Linienschreiber (Goerz, Minigor 510) erfaßt. Zur 
Feststellung der Resistenzkategorie wurde an verschiedenen Stellen des 
Exothermenverlaufs der Gefrierprozeß durch schnelle Entnahme und 
Auftauen des Blattes unterbrochen und das Ausmaß der eingetretenen 
Schädigung nach einem Tag visuell und über die Elektrolytleitfähigkeit 
des Eluats (WTW-Gerät, LF 91) bestimmt. 

Aufnahme der Fluoreszenzkinetik: Der Verlauf der prompten 
Chlorophyll-a-Fluoreszenz der Blätter wurde durch ein mobiles 
Computerfluorometer (Larcher und CernuSCA, 1985) unter Verwen¬ 
dung des Meßkopfes eines Fluorometers der Firma Brancker (Ottawa) 
ausgelöst, ausgewertet und ausgedruckt. Die Excitationsbeleuchtung im 
Bereich von 630 bis 720 nm betrug 8 bis 10 fimol Photonen m ^s"‘ 
(gemessen mit Quantum Meter LI-185 LI-COR, LAMBDA Instruments 
Nebraska, mit Sensor SR NC Q2421-7711). Die Aufnahme der Fluores¬ 
zenztransienten bei Abkühlung und beim Gefrieren wurde in zwei 
Varianten durchgeführt: Bei progressiver Kühlung wurde der Meßkopf 
mit dem angeklammerten Blatt thermisch gepuffert im Kühlfach einer 
feingeregelten Gefriertruhe bei einer Geschwindigkeit von 0,5 bis 1 
K.min"* bis zum vollständigen Ausfrieren abgekühlt, wobei nach jeweils 
zehn Minuten Dunkelintervall Transienten aufgenommen wurden. In 
einer zweiten Variante wurde der Meßkopf mit dem Blatt bei einer 
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,3 K.min"' auf vorgewählte 
Zieltemperaturen (+5,-3 und — 12°C) abgekühlt und dort zwei bis 
drei Stunden zur Gleichgewichtseinstellung belassen. Sodann wurden 
nach unterschiedlichen Dunkelintervallen (60, 30,15 und 10 Minuten) die 
Transienten ausgelöst. Bei allen Versuchen wurde zur Temperaturmes¬ 
sung und zur Erfassung der Gefrierexotherme an der Blattunterseite ein 
Thermoelement montiert. Nach Abschluß der Messung wurde jedes Blatt 
nach wenigstens eintägiger Latenz auf Schädigungen befundet. Alle 
Versuchsansätze wurden in wenigstens vier Wiederholungen durchge¬ 
führt. 


3. Ergebnisse 

3.1. G e f r i e r V e r 1 a u f und S c h ä d i g u n g s g r e n z e n 
Blätter von Rhododendron ferrugineum waren, sowohl im enthärte¬ 
ten als auch im abgehärteten Zustand, unter den gegebenen Abkühlungs¬ 
bedingungen auf — 6 bis — 7°C unterkühlbar (Abb. 2). Nach Beginn des 
Gefrierens trat eine Exotherme von rund 6 K Höhe auf, die bei etwa 
— 18°C endete, was darauf hinweist, daß bis dahin das ausfrierbare 



190 


W. M. Walter Larcher und Monika Nagele, 


wärmebehandelt frostabgehärtet 



Temperatur Temperatur 


Abb. 2; Differentialthermogramm gefrierender Blätter von Rhododendron ferrugineum 
nach Wärmebehandlung bei 20°C und nach Frostabhärtung bei —3 bis — 5°C (Ende 
Oktober). Abszisse; Künlraumtemperatur, Ordinate: Exothermen, dargestellt als Tempera¬ 
turdifferenz zwischen Blatt und Umgebung. Prozentangaben; Ausmaß der geschädigten 
Blattfläche zu den markierten Entnahmezeitpunkten. 


Wasser als Eis auskristallisierte. Die Vitalitätsprüfung an Blättern, die zu 
verschiedenen Zeitpunkten des Gefrierprozesses entnommen wurden, 
ergab bei den warmkonditionierten Proben die für einen gefrierempfind- 
licn en Zustand charakteristische rasche Zunahme der Schädigung sofort 
nach Beginn der Eisbildung: unmittelbar nach Erreichen des Exother¬ 
mengipfels war mehr als die Hälfte des Mesophylls erfroren. Frostabge¬ 
härtete Blätter, die im Bereich des Exothermenmaximums entnommen 
wurden, waren überwiegend ungeschädigt. Erst als ein großer Teil des 
ausfrierbaren Wassers vereist war, breitete sich die Schädigung stark aus. 
Dieses Gefrierverhalten entspricht dem gefriertoleranten Zustand. 

3.2. Änderungen im Verlauf der Fluoreszenz¬ 
kinetik bei Abkühlung und beim Gefrieren 

Mit sinkender Temperatur tritt der Gipfelwert des Fluoreszenz¬ 
transienten später auf und der Abfall zur stationären Endphase wird 
flacher: Bei + 20°C wird der Gipfel des Transienten 5 bis 6 s nach 
Belichtungsbeginn, bei — 3°C erst nach 12 bis 15 s erreicht. Diese 
Tendenz ist sowohl bei den wärmebehandelten als auch bei den 
frostabgehärteten RhododendronhXixxtvn feststellbar. Bei Temperaturen 
zwischen + 5°C und der Unterkühlungsgrenze sind im Verlauf des 


Abb. 3: Typische Fluoreszenztransienten unterkühlter und gefrorener Blätter von 
Rhododendron ferrugineum. Oben: Unterkühltes gefriertolerantes Blatt bei — 5°C; der 
Pfeil bezeichnet die Abflachung (dip D) in der Anstiegsphase des Transienten. Mitte: 
Unterkühltes wärmebehandeltes Blatt bei — 3°C. Unten: Gefrorenes gefriertolerantes Blatt 
bei — 12°C. Abszisse: Zeitablauf des Meßvorgangs. Ordinate: Fluoreszenzintensität; das 
schwarze Quadrat markiert den Startpunkt der Fluoreszenzemission. Näheres zur 
Transientdarstellung bei LarchER und CernUSCA (1985). 
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Fluoreszenzanstieges zwei Varianten zu erkennen, die sich durch das 
Vorhandensein bzw. durch das Fehlen einer kurzen Abflachung (dip D) 
innerhalb von 2 s nach Belichtungsbeginn unterscheiden. Wir bezeichnen 
diese Varianten im Folgenden als Typ + D und Typ — D (Abb. 3). Sobald 
sich Eisbildung im Blatt durch das Auftreten einer Exotherme bemerkbar 
macht, steigt die Chlorophyllfluoreszenz nach Belichtungsbeginn steil 
auf das Maximalniveau an, von dem sie nicht mehr abfällt; derartige 
Transienten bezeichnen wir als Typ E. 

3.3. Unterschied im F 1 u o r e s z e n z v e r h a 11 e n zwi¬ 
schen w ä r m e b e h a n d e 11 e n und f r o s t a b g e h ä r t e t e n 
Rh 0 do den dronh\'zx,ttYn 

Im gefrorenen Zustand tritt bei allen Blättern ein Transient vom 
Typ E auf, gleichgültig ob dabei eine Schädigung erfolgte oder nicht. Eine 
Unterscheidung zwischen gefrierempfindlichen und gefriertoleranten 
Blättern ist weder aus der Form noch aus der Höhe eines E-Transienten 
möglich. Im unterkühlten Zustand kommen Transienten vom Typ + D 
und — D vor. Wertet man die Häufigkeitsverteilung der beiden D-Typen 
aus (Tabelle 1), so zeigt sich, daß im Unterkühlungsbereich bis — 6°C an 


Tabelle 1: Häufigkeitsverteilung der verschiedenen Verlaufstypen der variablen Chloro¬ 
phyllfluoreszenz von Rhododendronh\ixx.tTn im Oktober 


Phase im Temperatur- Anzahl der Blätter pro Transienttyp 

Abkühlungsprozeß spanne nach Warmbehandl. nach Frostabhärtung 




-h D 

- D 

E 

+ D 

- D 

E 

Unterkühlungsbereich 

Obis -6°C 

3 

8 

0 

21 

0 

0 

Ubergangsbereich 
Unterkühlung ^ Gefr. 

-6,5 bis -8°C 

2 

3 

7 

11 

1 

9 

Weitgehend gefroren 

- 8,5 bis - 10°C 

0 

0 

7 

0 

0 

6 


gefriertoleranten Blättern nur Transienten vom Typ + D aufscheinen, bei 
wärmebehandelten Blättern hingegen Transienten des Typs — D häufiger 
vertreten sind. Im Temperaturbereich von etwa — 6,5 bis — 8°C, in dem 
die Blätter auszufrieren beginnen, kommen alle drei Transienttypen vor: 
War das unter dem Meßstrahl des Fluorometers befindliche Mesophyll¬ 
areal zum Meßzeitpunkt gerade noch unterkühlt, so ergab sich einer der 
D-Transienten; war an der Meßstelle bereits der Vereisungsprozeß im 
Gange, so entsprach der aufgenommene Transient dem E-Typ. 

4. Folgerungen und Ausblick 

Für eine Unterscheidung zwischen dem gefrierempfindlichen und 
dem gefriertoleranten Zustand von RhododendronhXixxern bieten bisher 
bewährte Transientmerkmale wie Grundniveau und Höhe der variablen 
Fluoreszenz oder die Steilheit des Fluoreszenzanstieges, wie sie in der 
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Literatur zur Einstufung von Pflanzen nach ihrer Kälteresistenz 
angewendet wurden (Übersicht bei HavAUX und Lannoye, 1985), 
keinen aussichtsreichen Ansatz. Der einzige Unterschied besteht in der 
Häufigkeitsverteilung der Transienttypen + D und — D im Unterküh¬ 
lungsbereich. Eine vorübergehend langsamere Fluoreszenzzunahme 
während der schnellen Anstiegsphase des Transienten, wie sie z. B. zur 
Ausbildung des Merkmals D führt, ist auf Reoxidationsvorgänge 
zurückzuführen, die einen effizienten Energietransfer innerhalb der 
Thylakoidmembran voraussetzen. HUNER (1985) hat mit biochemischer 
Methodik eine Steigerung der Kapazität des photosynthetischen Elek¬ 
tronentransports bei der Kälteabhärtung von Winterweizenpflanzen 
nachgewiesen. Das Vorkommen von Transienten des Typs + D bei den 
gefriertoleranten Blättern könnte als Ausdruck einer derartigen Umstel¬ 
lung des Photosyntheseapparates gedeutet werden. Solange allerdings 
Fluoreszenztransienten nicht in allen Details kausal erklärbar sind 
(Krause und Weis, 1984) bleibt unentschieden, ob die Häufigkeit des 
Transienttyps + D als ein Kennzeichen für den Erwerb von Gefrier¬ 
toleranz aufgefaßt werden darf, ob sie primär auf die jahresperiodische 
Umstellung der Pflanzen zur Winterruhe zurückzuführen ist oder ob sie 
auf dem Zusammenwirken beider Prozesse beruht. Die Ergebnisse stellen 
jedenfalls einen aussichtsreichen Ansatz zu weiteren vergleichenden 
Untersuchungen an Pflanzen mit verschiedenen Ausprägungsmustern der 
Frostresistenz dar und sie lassen erwarten, daß es gelingen wird, 
modifizierende Einflüsse von Witterung und anderen Umweltfaktoren 
auf den zeitlichen Ablauf der Resistenzrhythmik auf nichtdestruktive 
Weise mit ausreichender Sicherheit zu erfassen. 


Dank 
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Zusammenfassung 

An Blättern von Rhododendron ferrugineum wurden Fluoreszenz¬ 
transienten während der herbstlichen Abhärtungsphase bei fortschreiten¬ 
der Abkühlung und beim Gefrieren aufgenommen. Im unterkühlten 
Zustand tritt eine Abflachung (dip D) in der steilen Anstiegsphase der 
variablen Fluoreszenz sehr viel häufiger bei gefriertoleranten Blättern als 
an gefrierempfindlichen Blättern auf. Im gänzlich gefrorenen Zustand 
zeigen alle Blätter einen gleichartigen, charakteristischen Transienttyp. 
Im Übergangsbereich zwischen Unterkühlung und Eisbildung herrscht 
Zufallsverteilung unter den Transienttypen. Diese Ergebnisse ermutigen 
zu weiteren Bemühungen, die Fluoreszenztechnik als nichtdestruktive 
Methode zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Resistenzrhythmik 
von Pflanzen auf ihrem Standort auszubauen. 
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